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1. 研究目的
成人組織にも、自己複製能と多分化能を持つ組織幹細胞の存在が証明され、組織修復に関与して
いることが明らかになりつつある。その結果、組織幹細胞を用いた組織再生の可能性が注目されて
いる口肺組織は、気道系と循環系が密接に関連した複雑な臓器であり、組織修復を担う組織幹細胞
も複数あると予想され、事実気管上皮や末梢気管支上皮の前駆細胞候補が複数報告されてきた。近
年、マウス成人肺の気管支肺胞接合部にあるクララ細胞マーカ一ccsP と 2 型肺胞上皮細胞マーカー
sP-c 両方とも発現する肺細胞が、気道上皮細胞および肺胞上皮細胞へ分化可能な肺幹細胞であるこ
とが報告された。しかしながら、肺の成長過程や組織修復過程における肺幹細胞の詳細な動態解析
の報告は少ないため、本研究ではマウス肺の成長及び損傷治癒過程におけるこの ccsP および sP-c
陽性肺前駆細胞の同定と動態解析を行った。
2. 実験方法
主な実験方法として組織染色とフローサイトメトリーを用いた。まず正常マウスの胎仔から成人
期に至るまでの各段階の肺組織を取り出し、切片を作成し、 ccsP と sP-c 抗体の二重蛍光染色を行っ
た。フローサイトメトリーにおいては、肺組織を取り出し、単細胞浮遊液を作成し、 CD45 、 ccsP 及
び sP-c 抗体の三重染色を実施し解析した。次に、ナフタレン及びブレオマイシンを 8 週齢のマウス
に投与し肺傷害モデ、ルを作成した。薬剤を注射した後、 24 時間から 6 週間までの各段階の肺組織を
取り出し、正常マウスと同じ方法で、染色とフローサイトメトリーを行い解析した。
3. 研究結果
(1) マウス肺気管支肺胞接合部における ccsppos/SP-Cpos 肺細胞の同定
マウス胎仔の 14 日目に sP-c が発現し、 16 日目に ccsP が発現した。 18 日目に ccsppos/SP-Cpos 肺前駆
細胞が出現したD そして 7 ヵ月齢まですべて時点において気管支肺胞接合部に ccsppos/SP-CP叶柿前駆
細胞の存在が確認された。同時に、成長過程における肺前駆細胞数の変化を解析する目的で、フロ
ーサイトメトリーを行った。マウスの成長過程における CD45叫/ccsPpos/SP-Cpo肺前駆細胞の割合は、
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出生直後 (0.8九)より増加し、 4 日齢で最高に達した(1. 1九)あと漸減したが、 7 か月齢まで一定レ
ベル存在していた。この肺前駆細胞の動態は、 CD45叫/CCSpPOS/SP-C叫クララ細胞及び
CD45問/CC宙開/SP-C附 2 型肺胞上皮細胞の動的変化とほぼ一致しているため、マウス肺の発生と成
長過程における CD訪問/CCSpPOS/SP-CPos肺前駆細胞は気道上皮細胞と 2型肺胞上皮細胞を供給する主
たる役割を担っていないと考えられた。
(2) ナフタレン気道傷害における CD45叫/CCSP伊S/SP-CPOS ~市前駆細胞動態
ナフタレン投与後経時的に組織染色とフローサイトメトリーを行った。ナフタレン投与後、気道か
らのクララ細胞の脱落とクララ細胞数の減少が確認された。投与後 48 時間より
CD45neg / CCSppos /SP-Cpos肺前駆細胞の増殖が始まり一週間後に細胞数がピークに達することが確認さ
れた。その後、クララ細胞の増加が認められた。これらの結果より、ナフタレンによる気道傷害に
おいて、 CD45叫/CCSPpos/SP-Cpos肺前駆細胞は CD45叫/CCSPpos/SP-C叫クララ細胞へ分化していると考
えられた。
(3) プレオマイシン肺傷害における CD45neg/ CCSP附/SP-(pos 肺前駆細胞動態
CD45叫/CCSP叫/SP-CPOS 2 型肺胞上皮細胞数は 96 時間後に最も減少し、その後徐々に回復した。
CD訪問/CCSpPOS/SP-(pos 肺前駆細胞は肺傷害 1 週間後から増殖が始まる結果より、
CD45悶/CCSP叫/SP一CPOS 2 型肺胞上皮細胞の増加は CD45n昭/CCSpPOS/SP-CPos肺前駆細胞より先に起きる
ことが明らかとなった。以上の結果により、ブレオマイシン肺傷害モデ、ルにおいて
CD訪問/CCSPpos/SP-CPos肺前駆細胞は 2 型肺胞上皮細胞へ分化していないと考えられた。
4. 結論
本研究の結果により、マウス肺の発生と成長過程における CD訪問/CCSpPOS/SP-(pos 肺前駆細胞は肺
クララ細胞と 2型肺胞上皮細胞を供給する主たる役割を担っていないと考えられる。肺傷害モデ、ル
における CD45叫/CCSpPOS/SP-CPos肺前駆細胞は、増殖しクララ細胞へ分化することにより気管支上皮
を修復するが、肺胞上皮細胞修復への関与は小さいと推定される。
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自己複製能と多分化能を持つ組織幹細胞が成人組織にも見いだされ、組織修復関与が注目されている。肺組
織は、気道・循環系が密接に関連する複雑な臓器で、修復を担う組織幹細胞も複数予想され、報告されてきた。
近年、マウス成人肺の気管支肺胞接合部にあるクララ細胞マーカ一ccsp と E型肺胞上皮細胞マーカーsP-C 両
方発現する肺細胞が、気道上皮、肺胞上皮両細胞へ分化可能な肺幹細胞と報告された。
学位申請者は本細胞に着目し、特異発現指標を用いて肺の成長過程や組織修復過程における肺幹細胞の詳細
な解析を目的に、マウス肺の成長、損傷治癒過程での ccsp、 sP-C 陽性肺前駆細胞の同定と動態解析を行ったo
方法
①正常マウス胎仔から成人期までの各肺組織切片を作成し、 ccsp と sP-C 抗体の二重蛍光染色を行った。
②肺組織単細胞浮遊液を作成し、フローサイトメトリーで CD45 、 ccsp 及び sP-C 抗体の多重染色をした。
③ナフタレン及びブレオマイシンをマウス (8 週齢)に投与し肺傷害モデルを作成した。注射後 24 時聞か
ら 6 週間まで肺組織を取り出し、正常マウスと同様、染色とフローサイトメトリーで解析した。
結果
(1) マウス肺気管支肺胞接合部における ccsppos/SP-Cpos肺細胞の同定
①マウス胎仔 14 日目に sP-C 発現、 16 日目に ccsP 発現し、 18 日目に ccsppos/SP-C凹S肺前駆細胞が出現した。
その後 7 ヶ月齢まで気管支肺胞接合部に ccsppos/SP-Cpos肺前駆細胞が確認された。
②マワスの成長過程における CD45n町ccsppos/SP-Cpo肺前駆細胞の割合は、出生直後 (0.8九)増加し、 4 日齢
(1. 1対)以降漸減したが、 7 か月齢まで一定レベル存在する。
③この肺前駆細胞の動態は、 CD45neg/CCSppos /sp-cneg クララ細胞及び CD45neg/ CCSP叫/sP-(POS 2 型肺胞上皮細胞
の動的変化とほぼ一致している。
この事実は、マウス肺の発生、成長過程で CD45neg/CCSPpos /SP-(pos肺前駆細胞が気道上皮細胞と E型肺胞上
皮細胞供給の主たる関与をするとは考えがたい。
(2) ナフタレン気道傷害における CD45neg/CCSpPos /SP一CpoS肺前駆細胞動態
①ナフタレン投与後、気道からのクララ細胞の脱落とクララ細胞数の減少が確認された。
②投与後 48 時間より CD45neg/CCSPpos /SP-Cpos肺前駆細胞は増殖し、一週間後ピークに達し、クララ細胞
も増加が認められた。
この結果は、ナフタレン気道傷害では CD45neg/CCSpPos /SP一Cpos肺前駆細胞が CD45neg/CCSppos /sp-cneg クララ細
胞へ分化すると考えられる。
(3) ブレオマイシン肺傷害における CD45neg/CCSPpos /SP-(pos肺前駆細胞動態
( CD45neg / ccspneg /SP-Cpos II 型肺胞上皮細胞数は 96 時間後に最も減少し、その後徐々に回復した。
( CD45neg /CCSppos /SP-C問肺前駆細胞は肺傷害 1 週間後から増殖が始まる。
以上の結果より、 CD訪問/ccspneg/sp一Cpos II 型肺胞上皮細胞の増加は CD45neg/CCSppos /SP-Cpos肺前駆細胞に先行
して増加し、ブレオマイシン肺傷害モデ、ルでは、 CD45neg/CCSPpos /SP-Cpos 肺前駆細胞はE型肺胞上皮細胞へ分化
しないと考えられる。
本研究は、マウス肺の気管支肺胞接合部 CD45neg/CCSppos /SP-Cpos肺前駆細胞は、肺クララ細胞と E型肺胞上
皮細胞供給に主たる関与はなく、一方、肺傷害モデルでは CD45neg/ CCSppos /SP-C阿肺前駆細胞は増殖し、クラ
ラ細胞へ分化して気管支上皮を修復するが、肺胞上皮細胞修復への関与は小さい。本研究により、気道・肺胞
上皮細胞修復の新知見が明らかとなった。よって，本論文は博士(医学)の学位論文として合格と認める。
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